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 5-2、速筋特異的な mysterin による神経—筋肉の形態異常緩和・・・・47 

























	 mysterin (RNF213)	 は、もやもや病感受性因子として初めて報告された 591 kDa
の巨大タンパク質である。もやもや病は、ヒトの脳底部に存在する環状の中動脈（ウィ
リス動脈輪）が原因不明に閉塞し、虚血が起こり、煙のような異常毛細血管が観察され
る疾患である。mysterin の 4810 番目のアルギニンがリジンに変異することで、家族性
もやもや病の発症率があがるとして単離された。 
	 mysterin は、機能的な AAA+ ATP アーゼモチーフとユビキチンリガーゼドメインを









遅筋の亜集団である muscle pioneer cells（MPCs）の異常増殖が引き起こされていた。
Gal4-UAS システムを用いてヒト由来の mysterin を速筋特異的に発現させ、mysterin
ノックダウンによる異常表現型への影響を観察したところ、速筋線維の形態異常と神経
投射不全は回復したが、MPCs の増殖と血管のガイダンス異常は回復しなかった。野生
型 mysterin の代わりに、AAA+ ATP アーゼモチーフの不活性変異体、ユビキチンリガ
ーゼドメインの欠損体を速筋特異的に発現させたところ、速筋異常は回復しなかった。 






















ATP : Adenosine Triphosphate 
Ctl : Control 
dpf: Days Post Fertilization 
EDTA : Ethylenediaminetetraacetic Acid 
EM : Electron Microscope 
ERAD : Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation 
GFP : Green Fluorescent Protein 
HEK293 cell : Human Embryonic Kidney 293 cell 
hpf: Hours Post Fertilization  
MO : Morpholino 
Mst : mysterin  
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PBS : Phosphate-Buffered Saline 
PB : Phosphate Buffer 
PFA : Paraformaldehyde 
PO : Propylene Oxide 
PVDF : Polyvinylidene Difluoride 
RFP : Red Fluorescent Protein 
RNA : Ribonucleic Acid 
RNF213 : Ring Finger Protein 213 (mysterin) 
RT-PCR : Reverse Transcriptional PCR 
SDS-PAGE : Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 





















	 mysterin (RNF213)は、もやもや病関連タンパク質として同定された新規因子である 
(Liu et al., 2011)。 
	 もやもや病はウィリス動脈輪閉塞症とも呼ばれ、ヒトの脳底部に存在するウィリス動
脈輪の血管平滑筋細胞が原因不明に増殖し、血管の閉塞が起こり、虚血が引き起こされ
る病気である（Fig. 1）(Hardy et al., 1991; Suzuki and Kodama, 1971)。動脈輪の閉
塞によって滞った血流を回復させようと、毛細血管が異常に誘導され、この異常発達し
た毛細血管が煙のように見えることから、もやもや病と命名された (Fig. 2) (Burke et 
al., 2009; Suzuki and Takaku, 1969)。もやもや病は、欧米と比較すると東アジア民族
に 10 倍程度多く認められる病気であり、日本で最多、次に韓国の順に多い。日本人は
一万人のうち一人という発症率を示し、そのうち約 15 %が家族性であることが知られ
ている (Burke et al., 2009)。そのため発症には何らかの遺伝的要因が関わると考えら
れてきたが、詳しいことは分かっていなかった。 
	 先行研究から、家族性もやもや病の遺伝解析が行われ、患者家系で共通する 17 番染
色体 q25.3 領域に存在する一塩基多型が明らかとなった (Liu et al., 2011)。総人口の
98.6%が、この箇所の塩基に G を持ち、1.4%のわずかな人口が A を持つが、調べられ
た約 40 のもやもや病患者家系では、全員が A を持つことが判明した。この領域が A に
なることで、もやもや病の発症率が 100 倍以上高くなることが分かり、この領域を含
む箇所には 5207 アミノ酸のポリペプチドをコードする新規遺伝子がコードされている
とが報告された (Liu et al., 2011)。 
	 この新規巨大遺伝子のクローニングが行われ、コードされたタンパク質が調べられた




見であった。この新規タンパク質は、 mysterin （ moyamoya steno-occlusive 









       
Figure 1   ウィリス動脈輪	 
 
脳底部に存在する血管網の模式図である。中心に存在する環状の中動脈をウィリス動脈輪（Circle of Willis）と呼

























































           
Figure 2   もやもや病における異常血管網  
  
左内頚動脈撮影を示す。左図は 8 歳児の正常な左内頸動脈の例で、右図はモヤモヤ病を発症した 9 歳児の例で
ある。患者の例では、正常な例に比べ異常に毛細血管が発達していることが分かる。 









とが知られている (Ogura and Wilkinson, 2001; White and Lauring, 2007)。また、こ
れらの働きを行うために、多くの AAA タンパク質は機能体が六量体であることも報告
されている。 
	 AAA ファミリーに属するタンパク質は、200～250 アミノ酸から成る AAA ドメイン
を持ち、真核生物では 50-80 種類のメンバーが知られている (Weissman, 2001)。
Walker A モチーフ、Walker B モチーフ、SRH（second region of homology）を含む
AAA ドメインが保存されているタンパク質ファミリーが AAA ファミリーとして定義
され、Walker A モチーフ、Walker B モチーフを有し、構造上も AAA モチーフと類似
の構造を示すが、SRH が保存されていないものを AAA+ファミリーとして定義してい
る (Hanson and Whiteheart, 2005)。  
	 Walker A モチーフは NTP 結合モチーフであり、Walker B モチーフは Mg2+と結合
し、ATP 加水分解に必須のモチーフである。一般的に、AAA タンパク質は基質タンパ
ク質と結合し、物理的な作用をするが、Walker B モチーフに変異が入ると基質の解離
が行えず、結合したままになることが知られている (Hanson and Whiteheart, 2005)。
mysterin の場合も、Walker B に変異を入れると基質トラップ型であることが明らかに
なっている。また、SRH は AAA タンパク質複合体内の協調的な ATP 加水分解に関わ
るモチーフである。 
	 さらに、一つの AAA+ドメインを持つ ClassⅡ AAA タンパク質と、二つ持つ Class




なった (Morito et al., 2014)。つまり、単量体で 591 kDa の mysterin は、ATP を加水







      
 
Figure 3   Class Ⅰ、Ⅱ AAA+タンパク質  
 
上の図は ClassⅠ と Ⅱ の一次配列を示し、下の図は六量体形成時の立体構造図を示す。 




















	 ユビキチンは 76 アミノ酸から成る球状タンパク質であり、真核生物で高度に保存さ
れている。ユビキチンは 7 つのリジンを持ち、まず基質に一つのユビキチンが付加され
るとモノユビキチンとなる。このモノユビキチンの、どのリジンに次のユビキチンが付
加されるかで、ポリユビキチン鎖の種類が決まる (Berndsen and Wolberger, 2014)。




(Galan and Haguenauer-Tsapis, 1997; Weissman, 2001)。 
	 ユビキチンを基質に付加する経路には、ユビキチン活性化酵素（E1）とユビキチン
結合酵素（E2）が関与する。遊離したユビキチンの C 末端を、E1 が ATP 加水分解依
存的に活性化させ、E2 に受け渡す。その後、E2 とユビキチンリガーゼ（E3）が協同
的に働き、ユビキチンを基質に付加する。K48 型のポリユビキチン鎖が付加された基
質は、AAA タンパク質複合体であるプロテアソームで ATP アーゼ依存的な分解を受け





ンリガーゼと HECT（homology to E6AP C terminal）ドメインを持ったユビキチンリ
ガーゼの二つに分けられる (Berndsen and Wolberger, 2014; Weissman, 2001)。 
	 RING ドメインを持った E3 は、E2 と基質の足場のように働き、E2 が直接ユビキチ
ンを基質に付加する（Fig. 5）。一方、HECT ドメインを持った E3 は、E2 からユビキ
チンを受け取り、E3 が基質にユビキチンを付加していく（Fig. 5）。HECT 型ユビキチ
ンリガーゼは、約 30 種類、RING 型ユビキチンリガーゼは、約 600 種類が存在してお
り、基質への特異性を決めると考えられている  (de Bie and Ciechanover, 2011; 
Deshaies and Joazeiro, 2009)。 
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Figure 4   ユビキチン ‐プロテアソーム経路（UPS）  
 
ユビキチン‐プロテアソーム経路の模式図を示す。ユビキチンはユビキチン活性化酵素（E1）によって活性化され
（step 1）、ユビキチン結合酵素（E2）に受け渡される（step 2）。活性化されたユビキチンは、E2 とユビキチンリガ
ーゼ（E3）協同的に、基質タンパク質に付加される (step 3)。分解シグナルとしてユビキチンが基質タンパク質に
付加されポリユビキチン鎖が形成されると、基質タンパク質は 26S プロテアソームで分解される (step 4)。基質タ
ンパク質は、ユビキチンを再利用するため、脱ユビキチン化酵素によってユビキチンが取り除かれ（step6）、プロ
テアソームによって短いペプチド断片にまで分解される (step5)。 




     
Figure 5   RING 型、HECT 型ユビキチンリガーゼの反応機構  
 














する。分解すべきタンパク質を RING 型ユビキチンリガーゼ HRD1 に認識させ、K48
型のポリユビキチン鎖を付加させる。その後、不良タンパク質を AAA+タンパク質であ
る p97 が小胞体から ATP アーゼ依存的に細胞質に引き抜き、プロテアソームによって
分解させる経路である (Fig. 6i、引き抜き分解) (Jarosch et al., 2002; Meusser et al., 










して分解されることが知られている (Bruns et al., 2009; Lipkowitz, 2003; Olsson et 





といった AAA タンパク質の働きも知られることから、mysterin によるリソソーム分解







Figure 6   mysterin の分解機構  
 
小胞体では、不良タンパク質を分解する際、ユビキチン化を行うユビキチンリガーゼ（HRD1）と小胞体からサイト



























	 ゼブラフィッシュにおいて mysterin をノックダウンすると、体節間血管のガイダン
スに異常が生じることが報告されている (Liu et al., 2011)。血管新生は、背側大動脈
や後主静脈を形成する脈菅形成（vasculogenesis）と、これら主体となる血管網から形
成される血管新生（angiogenesis）の二つに分けられる (Adams and Alitalo, 2007; 
Risau and Flamme, 1995)。mysterin のノックダウンでは、脈菅形成には異常が見ら
れなかったが、体節間血管の血管新生において異常分岐などの表現型が観察された（Fig. 
7）。 
	 ゼブラフィッシュにおける血管新生は、体節から分泌される VEGF が、大動脈を刺
激し、Tip 細胞と呼ばれる先頭の細胞が出芽することで始まる。Tip 細胞は、VEGFR2、
VEGFR3 を発現し、VEGF に対し強い遊走性を示すが、後方の Stalk 細胞は、Tip 細
胞における Delta like 4（Dll4）の発現誘導により、Notch シグナルが活性化され、積
極的な遊走を示さなくなる（Fig. 8-1、2） (Adams and Alitalo, 2007)。加えて、体節
からは VEGF 反発因子 semaphorin（sema）が分泌され、Tip 細胞の Plexin D1 受容
体と結合することで、体節への侵入が阻害される（Fig. 8-3）(Herbert and Stainier, 




















anastomotic vessels (黄矢印)の血管には異常が見られなかった。 






	         	 	 	  
Figure 8   血管走行モデル  
 
血管新生（angiogenesis）は、Tip 細胞と Stalk 細胞における VEGF シグナルによって制御されている。ゼブラフィ
ッシュでは、体節から分泌される VEGF が、背側大動脈からの Tip 細胞の出芽を誘導する。Tip 細胞において、
VEGF-A は VEGF 受容体 2（VEGFR2）に、VEGF-C は VEGF 受容体 3（VEGFR3）に結合し、Delta like 4（Dll4）
の発現を誘導する（1. VEGF 経路）。Tip 細胞の Dll4 は、Stalk 細胞の Notch1、3、4 を活性化し、VEGFR3 の発
現抑制、VEGFR2 の機能抑制として働く VEGF 受容体 1（VEGFR1）の発現誘導を行う。Dll4-Notch シグナルの
活性化により、Stalk 細胞は積極的な遊走性を無くし、Tip 細胞化が防がれている（2. Dll4-Notch 経路）。さらに、
体節からは VEGF 経路の反発因子である semaphorin 3 （Sema 3）が分泌されており、受容体である Plexin D1
と結合すると、Tip 細胞の体節への遊走が阻害される（3. Sema-Plexin 経路）。このようなシグナル因子によって、
Tip 細胞、Stalk 細胞の遊走方向が決定され、一方向に血管が形成される。 




























の速筋と単層の遅筋に分けられる  (Lin, 2012; Naganawa and Hirata, 2011)。
mysterin のノックダウンによって、遅筋の形態は正常であったが速筋は波打つような
形態を示し、筋繊維、筋原繊維の数が減少していた。加えて、遅筋の亜集団であり、脊
索に存在する muscle pioneer cells（MPCs）の数も増加していた。このことから、







	 筋肉の発生過程において、遅筋の前駆体細胞は adaxial cell、速筋の前駆体細胞は
lateral cell として区別されている。原腸期の初期（Fig. 9、Shield stage）には区別さ
れていないが、後期 （Fig. 9、Bud stage）には、脊索の近くに存在している細胞（adaxial 
cell）と adaxial cell の外側に存在する細胞（lateral cell）に区別される （Fig. 9）(Ochi 
and Westerfield, 2007)。発生が進むにつれ、脊索の近くに存在する adaxial cell は、
脊索から分泌されるソニックヘッジホッグ（shh）による刺激を強く受け、脊索の近く
に muscle pioneer cells（MPCs）としてとどまる。一方で、shh 刺激を強く受けない
adaxial cell は、体の表面近くに移動し、皮膚直下に単層の遅筋線維を形成する (Fig. 6、
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Figure 9   筋肉の発生過程  
 
筋肉の発生過程は、原腸胚初期から始まる。運命決定されていない細胞（uncommitted cell）は、原腸胚後期で
ある Bud stage には、速筋前駆体細胞（lateral cell、桃）と遅筋前駆体細胞（adaxial cell、緑）に決定する。脊索
（notochord）の近くに存在する adaxial cell（緑）のうち、脊索からのソニックヘッジホッグシグナルを強く受けるもの
は、muscle pioneer cells（MPCs、紫）に分化し、その他は表層に移動し、単層の遅筋線維を形成する（slow 
muscle、緑）。Lateral cell は、速筋線維を遅筋の内側に形成し、身体の大部分を占める。N は脊索（notochord）、
SC は脊髄（spinal cord）を示す。受精後 24 時間目は、24 hpf と表記した。 
出典: Signaling networks that regulate muscle development: lessons from zebrafish 
 
  
Shield stage 75 % epibody Bud stage Segmentation 24 hpf












ているが、ゼブラフィッシュにおける組織特異性は十分に分かっていない (Liu et al., 
2011)。 
	 ノックアウトマウスを用いた mysterin の解析では、目立った表現型が報告されてい
ない (Ito et al., 2015; Kobayashi et al., 2013; Sonobe et al., 2014a; Sonobe et al., 
2014b)。しかし、ゼブラフィシュを用いた本研究においては、mysterin ノックダウン
における血管、神経、筋肉などへの異常な表現型が観察された。さらに、Gal4-UAS シ
ステムを用いた組織特異的な mystrrin の発現実験にも成功し、mysterin ノックダウン
による異常表現型が回復するかどうかの観察も行うことができた。その結果、mysterin
による速筋の細胞自律的な機能と、運動神経の非細胞自律的な機能が観察され、これら



























速筋特異的な発現を示す LIM-binding 3b (Ibd3l)遺伝子に、SV40 由来の poly A が融合
した Gal4FF 配列を組み込み、速筋特異的に Gal4FF が誘導されるラインを用いた。
Tg (UAS:RFP)と Tg (gSA2AzGFF598A)を交配させた卵を使用することで、Gal4FF の
発現を RFP のシグナルによって観察し、速筋特異的な RFP のシグナルを観察した（Fig. 
17）。Tg (UAS:RFP)は、UAS プロモーターのマーカーとして使用している。Tg 
(fli:EGFP)は、血管内皮細胞に GFP が発現するラインであり、血管形態の観察に使用
した (Lawson and Weinstein, 2002)。 
  







RNF213-α-MO1-D: 5’-AGCTAGGAGAAAGTCCTACCAATTT-3’  
 
コントロールモルフォリノ 
RNF213-α-MO1-Ac: 5’- AGTGCTTCATGTCTGAACTGATAAA-3’ 
RNF213-α-MO1-Dc: 5’- AGGTACGAGAAACTCCTAGCAATTT-3’  
 
	 野生型のゼブラフィッシュを用いた実験では、1.7 ng 低濃度のモルフォリノ、5.1 ng
高濃度モルフォリノを、トランスジェニックラインを用いる実験には、2.1 ng のモルフ
ォリノを１-４細胞期の卵にインジェクションした。mysterin の過剰発現実験では、









mysterin-3×FLAG の発現を RT-PCR によって確認する実験では、ヒトの mysterin に
対する以下のプライマーを使用した。 
 
mysterin F18:  5’-TGAATGCCTTTCTCTCCAAGTCC-3’ 
mysterin R5:   5’-TTTCTCCAGCACCGTGTTGATATCC-3’ 
  
	 受精後二日目のゼブラフィッシュ 5-20 匹を、1.5 ml チューブのホモジナイザー（バ









化して、0.2 mM の PTU（Sigma Aldrich）を加えた水で飼育し、色素を透明化した。
受精後一日目から二日目のゼブラフィッシュを 4% パラホルムアルデヒド
（paraformaldehyde、PFA）（ナカライテスク）を用いて固定し、4℃で一晩インキュ
ベートした。その後、0.5% TritonX-100（Sigma）の入った PBS で、三回洗い、1 mg/mL	 
コラゲナーゼ（Sigma Aldrich）を用いて、10 分間（受精後一日目）から 20 分間（受
精後二日目）、室温で反応した。反応後は、0.5% TritonX-100 をリン酸緩衝食塩水に
可溶化した PBS（phosphate-buffered saline、137 mM NaCl、2.68mM KCL、8.1 mM 
Na2HPO4、1.47 mM KH2PO4、pH 7.4）で三回洗い、ブロッキング液（Blocking One、




横断切片については、４% PFA を用いて固定した胚を 15-30% スクロース−PBS 液で




Blocking One を使用した。一次抗体は、室温 3 時間以上か 4℃で一晩反応させ、
phalloidin や Hoechst などの試薬は室温一時間以上の反応で行った。抗遅筋ミオシン
抗体 (F59、マウスモノクローナル、1/50、Developmental Studies Hbridoma Bank 
(DSHB)), 抗シナプトタグミン抗体 (Znp-1、マウスモノクローナル、1/100、DSHB)、
抗 prox1 抗体 (ラビットポリローナル、1/500、AngioBio)、抗 engrailed 抗体 (4D9、
マウスモノクローナル、1/500、DSHB)、抗 FLAG 抗体 (M2、マウスモノクローナル、
1/500、Sigma Aldrich)、Alexa 568-conjugated 抗ラビット IgG 抗体 (1/2000、Life 
Technologies)、Alexa 488-conjugated 抗マウス IgG 抗体 (1/2000、Life Technologies)。 
Alexa Fluor 568 phalloidin (1/1000、 Life Technologies)、Alexa Fluor 488 phalloidin 
(1/1000、Life Technologies)、核の染色剤である Hoechst 33342 (1/1000、Life 







1mg/ml BSA を希釈し、2.5 µg/ml、5 µg/ml、10 µg/ml、25 µg/ml の BSA 溶液を用意
した。このとき、希釈には PBS 溶液を使用した。これらの溶液 40 µl に対し、プロテ
インアッセイ CBB 溶液を 10µl 加え、よく混合し、15 分放置した。Gene Quant 1300
（GE ヘルスケア）を用いて、595nm の吸光度を測定し、縦軸を吸光度値、横軸を濃
度（µg/ml）のグラフを描き、検量線を求めた。この値をもとに、各実験で得られたタ
ンパク質濃度を計算した。ゼブラフィッシュ抽出物の 1 µl を 99 µl の PBS で 100 倍希
釈し、プロテインアッセイ CBB 溶液を 25 µl 加えた。ボルテックスを用いて混合し、








	 10−20 匹の受精後二日目のゼブラフィッシュを、マイクロホモジナイザ （ーアズワン）
に回収し、110 µl の 1% NP40-2 mM EGTA-プロテアーゼ阻害カクテル（1/100、ナカ
ライテスク）-PBS を加え、ホモジナイズした。その後、15,000 rmp、4℃、10 分間遠
心し、上澄みを回収し、100 µl の抽出液に対し、50 µl 2×Lammli buffer と 15 µl の 1M 
DTT を加えた。抽出液のうち 1 µl をタンパク質定量に用いて、各試料間でのタンパク
量を合わせた。ゲルで分離したタンパク質を 0.2 µm の PVDF 膜 (MILLIPOR) に転写
した。転写するときの溶液には、トランスファーバッファー(250mM Tris、190mM 
Glycine、20% MetOH)を使用し、4℃で、100 V 、1 時間もしくは 50V 、2 時間で転
写した。転写した PVDF 膜は、Blocking One を用いたブロッキンッグを行い、室温一
時間以上インキュベートした。一次抗体には、抗 FLAG 抗体 (1/500、Sigma Aldrich)
と抗 GAPDH 抗体 (6C5、 マウスモノクローナル、1/1000, Hy Test Ltd., Turku, 
Finland)を用い、それぞれ Solution 1（TOYOBO）を用いて希釈したものを使用し、4℃
で一晩インキュベートした。PVDF 膜は、PBST  (0.1% Tween20-PBS)で、五分間、
三回洗った。二次抗体には、アルカリフォスタファーゼが結合している抗マウス抗体 






固定した。固定剤には、2% PFA-2% グルタルアルデヒドを 0.1 M のリン酸溶液（PB、
pH 7.4）で溶解したものを使用し、4℃で一晩インキュベートした。各試料を、0.1 M PB




70% PO と 30% レジン（Quetol-812、Nisshin EM Co）の混合液と一時間インキュベ
ートした。そのあと、エッペンチューブの蓋を開けた状態で、一晩 PO を揮発させ、100%
レジンに置換し、60℃、48 時間、重合させた。重合させたレジンは、ダイアモンドナ
イフとウルトラミクロトーム（Ultracut UCT、Leica）を用いて、70 nm の超薄型切片
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にした。切片は、銅グリッドにマウントさせ、2%の酢酸ウランを用いて 15 分間、室温
で染色し、蒸留水で洗った後、室温 3 分間、リード染色液（Sigma Aldrich）により染
色した。グリッドは、加速電圧80 kVの透過型電子顕微鏡（JEM-1400 Plus、JEOL Ltd）
を用いて観察した。デジタル画像（2048×2048）は、CCD カメラ（VELETA、Olympus 




	 結果は、標準誤差で求めた。Student’s t-test は、二つのグループ間の差を分析する
























	 セブラフィッシュにおいて mysterin をノックダウンするため、ヒト mysterin とゼ
ラフィッシュ mysterin のアミノ酸の相同性を比較した。 
	 ヒトの mysterin 遺伝子は一種類であるが、ゼブラフィッシュでは遺伝子重複によっ
て二種類存在し、mysterin-α、mysterin-βとして区別されている。ヒト mysterin と
mysterin-αとの全体のアミノ酸配列相同性は61%であり、mysterin-βとのアミノ酸配列
相同性は 60%であった。mysterin-α、mysterin-βのアミノ酸相同性は 56 %であった。
さらに、ヒト mysterin は活性ドメインとして、二つの AAA+モチーフと RING フィン
ガーモチーフを含むため、ゼブラフィッシュの mysterin に保存されているかどうかを
確認した。 
	 1st AAA+モチーフに注目した結果、ヒト mysterin と mysterin-αとのアミノ酸配列
相同性は 69%であり、mysterin-βとのアミノ酸配列相同性は 64%であった。とりわけ、
AAA+ドメインの重要な構成モチーフである Walker A、Walker B のアミノ酸相同性は
高く、Walker A は 100%、Walker B は 83%であった（Fig. 10a）。 
	 2nd AAA+ドメインのアミノ酸を比較したところ、ヒト mysterin と mysterin-αとの
相同性は 73%であり、mysterin-βとは 65%であった。また、2nd AAA+ドメインのWalker 
A、Walker B のアミノ酸相同性は共に 100%であり、ヒトとゼブラフィッシュの
mysterin で保存されていることが確認できた（Fig. 10b）。加えて、ユビキチンリガー
ゼ活性に重要な RING フィンガーモチーフに注目したところ、活性に必須な 8 つのシ
ステインは、mysterin-αとmysterin-βでどちらも 88%と高い相同性を示した（Fig. 10b）。 






    
 
Figure 10a   ヒト mysterin とゼブラフィッシュ mysterin (α , β)における活性ドメイン
の相同性	 
1st AAA+ モチーフにおけるヒト、ゼブラフィシュのアミノ酸相同性を示す。AAA+ ドメインは、ATP 結合モチーフで
ある walker A と、Mg2+を配位させて ATP を加水分解する walker B のモチーフが存在する。1st AAA+モチーフに
おけるアミノ酸相同性は、ヒト mysterin と mysterin-αで 69%、ヒト mysterin と mysterin-βで 64%であった。Walker 




Mysterin 1st AAA+ domain
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Figure 10b   ヒト mysterin とゼブラフィッシュ mysterin (α , β)における活性ドメイン
の相同性  
 
ヒトとゼブラフィッシュの mysterin における 2nd AAA+ モチーフとRING finger ドメインのアミノ酸相同性を示す。
2nd AAA+モチーフににおけるアミノ酸相同性は、ヒト mysterin と mysterin-αで 73%、ヒト mysterin と mysterin-β
で 65%であった。Walker A、Walker B のアミノ酸相同性は、ヒト mysterin と mysterin-α、mysterin-βにおいて
100%であった。RINGフィンガードメインを構成する 8 つのシステイン（橙矢印）の相同性は、ヒト mysterin とゼブ
ラフィッシュ mysterin で、88%であった。 
 
  
Mysterin 2nd AAA+ domain
Mysterin RING finger domain
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 先行研究において、mysterin-αと mysterin-βのノックダウンゼブラフィッシュの比




	 mysterin の mRNA に対し、acceptor、donor モルフォリノを、それぞれエキソンと
イントロンの境目に設計した。その結果、mysterin の mRNA の正確なスプライシング
が阻害し、モルフォリノが結合したエキソンがイントロンとともにスプライシングされ
る。そして、スプライシングを終えた mRNA はエキソンの一部を失うことで、アミノ
酸のフレームシフトが起こり、ストップコドンが誘発される (Fig. 11a) 。このモルフ
ォリノを用いて、mysterin のノックダウンを行った (Fig. 11a)  (Liu et al., 2011)。 




かった （Fig. 7）(Liu et al., 2011) 。加えて、ゼブラフィッシュにける mysterin-βの
発現量は mysterin-αに比べ低いことから (Liu et al., 2011)、mysterin-αが重要である
として、本研究を行った。 
	 モルフォリノを用いて、ゼブラフィッシュにおける mysterin-αのノックダウン効率
を観察した（Fig. 11a）。mysterin-αに対する高濃度 (5.1 ng)、低濃度 (1.7 ng)モルフ
ォリノをそれぞれ野生型ゼブラフィッシュの卵にインジェクションした。コントロール
モルフォリノには、mysterin-αに対するモルフォリノの配列のうち、五塩基異なるもの










	 以上の結果から、高濃度の mysterin-αモルフォリノのノックダウン効率は約 90% 、
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ている (Stickney et al., 2000)。つまり、mysterin-αノックダウンは、運動障害を引き
起こしている可能性が示唆されたため、観察を行った。 
	 受精後一日目の胚に対し、プロナーゼを用いて卵膜を取り除き、受精後 60 時間に運
動能を測定した（Fig. 11c、d）。実験には、高濃度コントロールモルファント（Ctl MO、






mm/s (n = 6)に対し、低濃度 mysterin-αモルファントでは 22.2 mm/s (n = 7)、高濃度








Figure 11  mysterin-αノックダウンによる運動機能障害  
 
  

























Hatched Non-hatched Total Hatching efficiency (%)
Uninjected 104 0 104 100
Control MO 38 0 38 100
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高濃度のコントロールモルフォリノをインジェクションした胚 (5.1 ng、 Ctl MO)、低濃度 mysterin-αモルフォリノ
（1.7 ng）をインジェクションした胚 (Mst MO、Low)、高濃度 mysterin-αモルフォリノ (5.1 ng)をインジェクションし
た胚 (Mst MO、High)を用いて運動能を観察した。(a) モルフォリノ阻害の模式図である。Acceptor MO と donor 
MO が目的のエキソンに結合すると、mRNA スプライシング時に MO が結合したエキソンがスキップし、アミノ酸の
フレームシフトが起こり、ストップコドンが誘発される系を使用する。このような MO 阻害効率を確認するため、コン
トロールモルファントと mysterin-αモルファントの RNA を回収し、mysterin-αに対するプライマーを用いて RT-PCR
を行った。コントロールモルファントでは、mRNA のスプライシングが正確に行われ 989 bp のバンドが検出された
が、mysterin-αモルファントでは、エキソンスキップが起こり、低い分子量のバンドが検出された（黒矢印）。(b) 野
生型 (Uninjected)、高濃度コントロールモルファント（Control MO）、高濃度 mysterin-αモルファント (Mysterin 
MO)において、受精後３日目における孵化効率を定量化した。野生型、コントロールモルファントが、共に孵化効
率が 100%であるのに対し、mysterin-αモルファントの孵化効率は、9.68%であった。(c) 高濃度コントロールモル
ファント（Ctl MO、High）、低濃度 mysterin-αモルファント (Mst MO、Low)、高濃度 mysterin-αモルファント (Mst 
MO、High)において、受精後一日目にプロナーゼ処理によって卵膜を除去し、受精後 60 時間 (60 hpf)の運動機
能を観察した。それぞれの胚に対して、尻尾に物理刺激を与え、ハイスピードカメラを用いて逃避行動を記録した。
mysterin-αノックダウンによって、逃避速度が減少していることが観察された。(d) (c)を定量化し、速度（mm/s）を
求めた。高濃度コントロールモルファントは 53.5 mm/s (n = 6)、低濃度 mysterin-αモルファントは 22.2 mm/s (n = 














野生型は 166.4° ± 1.2° (n=14)、mysterin-αモルファントは 137.1° ± 2.6° (n=10)となり、
先行研究で求められた角度と発生時間の相関と照らし合わせると、mysterin-αモルファ









Figure 12   mysterin-αノックダウンによる head-trunk アングルの狭小化  
 
受精後３日目の fli:EGFP トランスジェニックゼブラフィッシュを用いて形態観察を行った。野生型ゼブラフィッシュ




(b)Head-trunk アングルから求めた角度を定量した。野生型は、166.4° ± 1.2° (n=14)であるが、mysterin-αモル
ファントでは 137.1° ± 2.6° (n=10)であった。先行研究で計測された発生段階ごとの Head-trunk アングルと対照し













































rostral primary (RoP)、 middle primary (MiP)、caudal primary (CaP)と呼ばれる 
(Fig. 13a)。これらニューロンの細胞体は脊髄（spinal cord、SP）に存在し、受精後約
20 時間から軸索の伸長を始める。三種類の神経は、脊髄から脊索（notochord,、NC）
の間にある、choice point と呼ばれる共通の経路を通った後、CaP は腹側へ、MiP は背
側へ投射し、受精後 48 時間目にはそれぞれ体節に沿って折り返す（Fig. 13a、青矢印）。
RoP は脊索の近くであって、軸索に対して平行に投射することが報告されている （Fig. 














接合部の AChR に結合し、阻害することが知られている (Panzer et al., 2005)。この特
性を利用して、赤色の蛍光色素を結合させた Bungarotoxin と Znp-1 との共染色を行い
神経筋接合部の観察を行った。 









          
Figure 13   mysterin-αノックダウンによる神経投射異常  
 
(a)一体節あたりの脊髄（spinal cord、SC）には、RoP（緑）、 MiP（紫）、 CaP（橙）が存在し、発生が進むにつれ
軸索の投射を始める。受精後約 20 時間には、RoP、 MiP、 CaP は、choice point という脊索（notochord、NT）
付近の部分を通り、別々の方向に伸長する。RoP は脊索に対して水平方向に、 MiP は背側方向に、 CaP は腹
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(a)受精後二日目のゼブラフィシュを横断切片したモデル図である。単層の遅筋（赤）、遅筋の亜集団である
muscle pioneer cells（緑）、速筋（青）、脊髄（spinal cord、橙）、脊索（notochord、灰）を示す。（b）低濃度コントロ
ールモルファント、低濃度 mysterin-αモルファントにおいて、速筋線維と遅筋線維の蛍光観察を行った。遅筋線維
















果（Fig. 14）から、5 µm2四方に存在する筋原繊維の数を計測、定量化した（Fig. 15a）。
その結果、コントロールモルファントの筋原繊維数は 19.0 ± 1.4（n=12）本であったが、 










     
Figure 15   mysterin-αノックダウンによる遅筋形態への影響  
 
（a）Fig. 14 の横断切片の電子顕微鏡観察結果から、5 µm2 四方に存在する筋原繊維の数を計測、定量化した。
低濃度コントロールモルファントの筋原繊維数は 19.0 ± 1.4（n=12）、低濃度 mysterin-αモルファントの筋原繊維
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 ヒト mysterin の C 末端に FLAG タグが三つ繋がった mysterin-3×FLAG (Liu et al., 
2011; Morito et al., 2014)を、トランスポゾン配列と UAS プロモーターを持つ
pT2MUAS ベクターにサブクローニングし、使用した（Fig. 16）。	  
	 mysterin-3×FLAG（pT2MUAS）とトランスポザーゼの mRNA を卵の細胞質にイン
ジェクションすることで、トランスポゾン間の配列がゼブラフィッシュのゲノムに組み
込まれ、Gal4FF の発現依存的に、mysterin-3×FLAG が誘導される系を使用した 
(Asakawa et al., 2008)。 
	 そこで、速筋にのみ Gal4FF が発現しているトランスジェニックライン
（gSA2AzGFF598A）を用いて、mysterin-αノックダウンに対する mysterin の影響を
観察した。mysterin-αに対するモルフォリノは、mRNA のスプライシング阻害を起こ
すものであり、クローニングしたヒト mysterin の mRNA は、配列的かつ原理的に作
用しない。gSA2AzGFF598A ラインは、速筋特異的に発現する LIM domain binding 3b
のトラップ体として作成された。 












	 	 	 	 	 	 	  
Figure 16  ヒト mysterin-3×FLAG（pT2MUAS）コンストラクト  
 
C 末端に三つ FLAG タグの繋がった mysterin-3×FLAG を pT2MUAS ベクターにサブクローニングした。
pT2MUAS ベクターは 4.4 kbp であり、mysterin-3×FLAG が 15.5 kbp であるため、コンストラクトの全長は 19.9 
kbp となる mysterin-3×FLAG のプロモーターには Gal4FF によって誘導される UAS が五つ繋がったものを使用し
ている（5×UAS）。トランスポゾン配列が二箇所設置されており（Tol2 R、Tol2 L）、トランスポサーゼの活性依存的

















	 	 	   
Figure 17 gSA2AzGFF598A における Gal4FF の発現パターン  
 
Gal4FF の発現組織を確認するため、UAS-RFP を用いた蛍光観察を行った。Tg (gSA2AzGFF598A) と Tg 
(UAS: RFP)を交配させ、受精後二日目の胚に対して、RFP 観察を行った。速筋、遅筋マーカーとして、phalloidin
による F-actin 染色も行った（緑）。共焦点顕微鏡を用いることで、体節に対し斜めに走行する速筋線維（a）と、平


























て観察した（Fig. 18b）。mysterin の分子量マーカーとして、HEK293T 細胞に
mysterin-3×FLAG を発現させた試料をポジティブコントロールとして用いた (Liu et 
al., 2011; Morito et al., 2014)。抗 FLAG 抗体を用いて検出した結果、
mysterin-3×FLAG をインジェクションしたモルファントでのみバンドが検出された
（Fig. 18b、矢印）。よって、gSA2AzGFF598A において、mysterin-3×FLAG の発現
が確認された。 





に沿った抗 FLAG 抗体由来のシグナルが観察された（Fig. 18c；白矢印）。 





Figure 18   gSA2AzGFF598A における mysterin-3×FLAG の発現パターン  
 
（a）mysterin-αのノックダウン効率を RT-PCR によって確認した。正常なスプライシング（989 bp）は、低濃度の
mysterin-αモルフォリノ（1.7 ng）によってスプライシング阻害され、低い分子量のバンドとして検出された（矢印）。
ノックダウン効率は約 50%であった。（b）mysterin-3×FLAG の発現量をウエスタンブロッティングで確認した。
HEK293T 細胞で mysterin-3×FLAG を発現させた試料を、mysterin の分子量マーカーとして、抗 FLAG 抗体を
用いて検出した。mysterin-3×FLAG をインジェクションした胚において、有意なバンドが検出されたことから（矢印）、
gSA2AzGFF598A における mysterin-3×FLAG が確認できた。試料間のタンパク質濃度は、抗 GAPDH 抗体を用
いた、内在性 GAPDH の発現量をもって確認した。（c）抗 FLAG 抗体を用いた mysterin-3×FLAG の免疫染色を
行った。コントロールでは、抗 FLAG 抗体感受的な染色は見られなかったが、mysterin-3×FLAG インジェクション
胚においては、速筋繊維に沿ったシグナルが観察された（白矢印）。Gal4FF の発現は、RFP のシグナルによって












（Mst MO+Ctl vector）では、速筋繊維の異常形態が観察された（Fig. 19a）。しかし、
速筋特異的に mysterin-3×FLAG を発現させると、速筋の形態異常が回復していること
が観察された（Fig. 19a、Mst MO+MstWT-3×FLAG）。 
	 さらに、これらの胚の横断切片（Cross section）と縦断切片（Vertical section）に
おいて電子顕微鏡観察を行った結果、mysterin-αノックダウンによって、減少した筋原
繊維の数も mysterin-3×FLAG の発現によって回復していた（Fig. 19b）。 












Figure 19    mysterin-3×FLAG の速筋特異的な発現による筋異常の回復  
 
（a）gSA2AzGFF598A トランスジェニックラインにおいて、mysterin-3×FLAG の影響を観察した。phalloidin
（F-actin）を用いた速筋形態観察を行い、Gal4FF マーカーである RFP が速筋線維に発現していることをコントロ









速筋特異的な mysterin-3×FLAG の発現による運動神経投射異常の緩和  
 
	 次に、mysterin-αノックダウンにおける運動ニューロンの異常投射が、速筋特異的
な mysterin-3×FLAG の発現によって回復するかどうかの観察を行った（Fig. 20）。 
	 Znp-1 を用いて運動ニューロンの免疫染色を行ったところ、gSA2AzGFF598A にお













Rohn-Beard ニューロンはアポトーシスによって消滅する (Bernhardt et al., 1990; 
Tanaka et al., 2012)。受精後一日目胚では、Znp-1 感受的なシグナルが脊髄で強く観
察されるが、受精後二日目以降になると検出されない (Panzer et al., 2005)。これは、
発生段階依存的にアポトーシスによる神経のリアレンジのためかと考えられる。 
	 受精後 48 時間後の mysterin-αモルファントでは、コントロールと比較して、脊髄に













Figure 20    mysterin-3×FLAG の速筋特異的な発現による異常神経の回復  
 
gSA2AzGFF598A において、運動神経ガイダンスにおける mysterin-3×FLAG の影響を観察した。運動神経は、
シナプトタグミンの抗体であるZnp-1を用いて観察し（synaptotagmin）、共焦点顕微鏡を用いて三次元構築した画
像を取得した。試料は、低濃度のコントロールモルフォリノとコントロールベクターをインジェクションした胚（Ctl 
MO+Ctl vector）、低濃度の mysterin-αモルフォリノとコントロールベクターをインジェクションした胚（Mst MO+Ctl 
vector）、低濃度の mysterin-αモルフォリノと mysterin-3×FLAG の発現ベクターをインジェクションした胚（Mst 
MO+MstWT-3×FLAG）を用意した。（a）Znp-1 を用いた抗体染色と phalloidin を用いた F-actin 染色の図を示す。
mysterin-αモルファントでは、体節に沿った Mip や Cap の運動神経ガイダンスが乱れ（赤矢印）、速筋に
mysterin-3×FLAG を発現させると、投射の回復が見られた（白矢印）。Phalloidin による F-actin 染色から、
mysterin-3×FLAG による速筋の形態回復も観察された。（b）Gal4FF 発現マーカーである RFP シグナル下におい
て、Znp-1 による抗体染色を行った。コントロールモルファントで見られる十分な神経投射（白矢印）が、













ントでは、30.3 mm/s であった。つまり、mysterin-3×FLAG の発現により、mysterin-α
ノックダウンによる運動障害の回復が見られた。しかし、コントロールモルファントの












           
Figure 21   mysterin-3×FLAG の筋肉特異的な発現による運動障害の回復	 
 
gSA2AzGFF598Aを用いて、mysterin-3×FLAG発現下における運動能を観察した。低濃度のコントロールモルフ
ォリノとコントロールベクターをインジェクションした胚 （Ctl MO+Ctl vector）、低濃度のmysterin-αモルフォリノとコ
ントロールベクターをインジェクションした胚 （Mst MO+Ctl vector）、低濃度のmysterin-αモルフォリノと
mysterin-3×FLAGの発現ベクターをインジェクションした胚 （Mst MO+MstWT-3×FLAG）において、受精後60時間 
(60 hpf)で運動機能を観察、速度の定量化（mm/s）を行った。Ctl MO+Ctl vectorは69.8 mm/s（n = 13）、Mst 
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7）(Liu et al., 2011)。これまでの結果から、筋肉に発現する mysterin が、速筋、運動
神経の異常を回復させることが分かったので、血管ガイダンスに対して影響するかどう
かを確認した。速筋に Gal4FF が発現する gSA2AzGFF598A ラインと血管内皮細胞に






	 速筋線維の観察は、phalloidin を用いた F-actin 染色で確認し、mysterin-3×FLAG
の発現によって、mysterin-αノックダウンによる異常速筋線維が回復していることが分
かった（Fig. 22a、F-actin）。また、RFP シグナルの観察により、Gal4FF が速筋特異
的に誘導されていることも確認している（Fig. 22b、UAS-RFP）。 
	 つまり、速筋特異的な mysterin の発現は、mysterin-αノックダウンによる体節間血
管の異常ガイダンスに影響しないことが明らかとなった。 
	 次に、眼の周辺血管網における形態観察を行った。ゼブラフィッシュの目の中心に、
環状の血管が存在しており（inner optic circle 、IOC；Fig. 22c、黄矢印）、そこから
三本の分岐した血管が観察される（Fig. 22c、白矢印）。mysterin-αモルファントでは、
三本の血管が異常分岐し、本数が増加していることがわかる（Fig. 22c、赤矢印）(Liu et 
al., 2011)。一方で、mysterin-3×FLAG を速筋特異的に発現させた系においても、
mysterin-αノックダウンの表現型と違いは見られなかった（Fig. 22c）。 




	 	 	 
















速筋特異的な mysterin-3×FLAG の発現による muscle pioneer cells（MPCs）
への影響  
 
	 筋肉には、速筋、遅筋のほか、脊索付近に存在している MPCs という遅筋の亜集団





(Cantu et al., 2013; Lim et al., 2011; Melançon et al., 1997; Sainath and Granato, 
2013)。 
	 MPCs は、転写因子である engrailed 1、engrailed 2 を特異的に発現しており、これ
らを認識する 4D9（抗 engrailed 抗体）を用いた免疫染色によって、MPCs の核を識別
する方法が一般的に知られている (Hatta et al., 1991)。また、抗 Prox1 抗体は遅筋の
核を認識することが報告されている  (Glasgow and Tomarev, 1998; Ochi and 
Westerfield, 2009)。受精後一日目胚では、遅筋の亜集団である MPCs は、4D9 と抗
Prox1 抗体に感受的であり、共染色されることも知られている。 
	 コントロールモルファントにおいて、受精後一日目、二日目、それぞれの MPCs を
4D9 と抗 Prox1 抗体を用いて観察した（Fig. 23）。先行研究の通り、受精後一日目胚で
は、4D9 による特異的な核の染色と、抗 Prox1 抗体によって共染色される核が検出さ
れ、MPCs と定義した（Fig. 23a、1 dpf）。しかし、受精後二日目では抗 Prox1 抗体
が認識する核と、4D9 が認識するシグナルは別々であった（Fig. 23a、2 dpf）。4D9
が認識するシグナルが、核であるか確認するため、核の染色剤である Hochest を用い
た共染色実験を行った。その結果、4D9 と共染色されたため、受精後二日目以降の MPCs
は 4D9 感受的であるが、Prox1 には感受的でないことが分かった（Fig. 23b）。	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 以上より MPCs の染色パターンを定義し、受精後一日目、二日目において、コント
ロールモルファントと mysterin-αモルファントにおける MPCs の数を観察した（Fig. 
24）。受精後一日目の MPCs では、コントロールモルファント、mysterin-αモルファン
トの間で大きく差は見られなかったが（Fig. 24a、1 dpf）、受精後二日目では mysterin-α
ノックダウンによって MPCs の数が増加しているように見られた（Fig. 24a、2 dpf）。




ールモルファント 4.1 ± 0.15、mysterin-αモルファント 8.6 ± 0.29）。 
	 以上から、mysterin-αノックダウンは MPCs の異常増加を引き起こすことが分かっ
た。 
	 さらに、gSA2AzGFF598A を用いて速筋特異的な mysterin-3×FLAG が、mysterin-α
ノックダウンによる MPCs の異常増加を緩和するかどうかを観察した。 
	 速筋特異的な mysterin-3×FLAG の発現は、速筋形態の異常回復（Fig. 25a、F-actin）
と Gal4FF の発現（Fig. 25b、UAS-RFP）によって保証している。mysterin-3×FLAG
を発現させた mysterin-αモルファントでも、4D9 感受的な強い核のシグナルは検出さ
れ MPCs の数を測定、定量した結果、MPCs の異常増殖は抑えられなかった（Fig. 25c、
コントロールモルファント 3.6 ± 0.13、mysterin-αモルファント 8.1 ± 0.23、
mysterin-3×FLAG を速筋特異的に発現させた mysterin-αモルファント 8.0 ± 0.50）。 













たりの遅筋の核数とMPCsの核数を測定し、定量化した。 MPCsの数は、コントロールモルファント (1 dpf 2.8 ± 
0.12（体節数20）、2 dpf 4.1 ± 0.15（体節数49）)に対し、 mysterin-αモルファント (1 dpf 3.6 ± 0.12（体節数34）、
2 dpf 8.6 ± 0.29（体節数33）)では、増加が見られた。遅筋の核は、各モルファントで影響が見られなかった（コン
トロールモルファント（Ctl MO）；1 dpf  22.5 ± 0.69（体節数42）、2 dpf  24.9 ± 0.64（体節数28）、mysterin-αモ
ルファント（Mst MO）；1 dpf  23.7 ± 0.55（体節数51）、2 dpf  24.1 ± 0.68（体節数21））。以上から、mysterin-α
ノックダウンにおいて、MPCs特異的な増加が観察された。N.S.: not significant。MPCsの数はmysterin-aモルフ







Figure 25   mysterin-3×FLAG の筋肉特異的な発現による MPCs への影響  
 
gSA2AzGFF598Aにおいて、MPCsに対するmysterin-3×FLAGの影響を観察した。低濃度のコントロールモルフ
ォリノとコントロールベクターをインジェクションした胚（Ctl MO+Ctl vector）、低濃度の mysterin-αモルフォリノとコ
ントロールベクターをインジェクションした胚（Mst MO+Ctl vector）、低濃度の mysterin-αモルフォリノと
mysterin-3×FLAG の発現ベクターをインジェクションした胚（Mst MO+MstWT-3×FLAG）を用意し、受精後二日目にお
いて観察を行った。（a）4D9（抗 engrailed 抗体）により MPCs を認識したところ、mysterin-αモルファントにおいて
増加し、mysterin-3×FLAG の発現下でも染色図に変化は見られなかった。Palloidin（F-actin）による染色から、
mysterin-3×FLAG の発現により、速筋の形態異常の回復は観察された。（b）Gal4FF 発現マーカーである RFP 下
で観察した（UAS-RFP）。mysterin-αモルファントで見られた MPCs の増加は、mysterin-3×FLAG においても変化
が見られなかった。（c）（a）を定量化し、一体節あたりの MPCs 数を定量化した。コントロールモルファント（Ctl 
MO+Ctl vector）では 3.6 ± 0.13（体節数 64）、mysterin-aモルファント（Mst MO+Ctl vector）では 8.1 ± 0.23（体節
数 29）、mysterin-3×FLAG を速筋特異的に発現させた胚（Mst MO+MstWT-3×FLAG）では 8.0 ± 0.50（体節数 25）で






mysterin の活性ドメイン AAA+ ATP アーゼとユビキチンリガーゼの生理的意
義  
 




させる実験を行った（Fig. 26a） (Liu et al., 2011; Morito et al., 2014)。 
	 野生型もしくは変異型 mysterin-3×FLAG をインジェクションした胚において、












	 各種 mysterin-3×FLAG の発現は、RT-PCR を用いた mRNA の発現量をもって確認
















（MstWT-3×FLAG）は二つの AAA+ ATP アーゼと RING フィンガードメインを持つ。ATP アーゼドメインに変異を
入 れ 不 活 性 に し た 変 異 体 （ MstD1D2-3×FLAG ） 、 RING フ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 欠 損 さ せ た 変 異 体
（MstDRING-3×FLAG）を作成した。（b）低濃度のコントロールモルフォリノとコントロールベクターをインジェクショ
ンした胚（Ctl MO+Ctl vector）、低濃度の mysterin-αモルフォリノとコントロールベクターをインジェクションした胚
（Mst MO+Ctl vector）、低濃度の mysterin-αモルフォリノと野生型 mysterin-3×FLAG の発現ベクターをインジェク
ションした胚（Mst MO+MstWT-3×FLAG）、低濃度の mysterin-αモルフォリノと ATP アーゼ不活性変異体の発現ベク
ターをインジェクションした胚（Mst MO+MstD1D2-3×FLAG）、低濃度の mysterin-αモルフォリノと RING フィンガー欠損
体の発現ベクターをインジェクションした胚（Mst MO+MstDRING-3×FLAG）を用意した。mysterin-αノックダウン効率を
RT-PCR によって確認し、mysterin-αモルフォリノによるスプライシング阻害が観察された（矢印）。アスタリスクは
非特異的なバンドである（✳ ︎）。mysterin-3×FLAG 野生型と ATP アーゼ不活性変異体（c）と RING フィンガー欠損
体（e）の発現量をウエスタンブロッティングによって観察した。抗FLAG抗体により、それぞれのmysterinが検出さ
れた（矢印）。タンパク質量のコントロールとして内在性 GAPDH の検出を抗 GAPDH 抗体を用いて行った。
Phalloidin（F-actin）による観察を行い、mysterin-αモルファントによる速筋形態異常を、mysterin-3×FLAG の野
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ターをインジェクションした胚（Ctl MO+Ctl vector）をコントロールとして、野生型 mysterin-3×FLAG の発現ベクタ
ーをインジェクションした胚（MstWT-3×FLAG）、ATP アーゼ不活性変異体の発現ベクターをインジェクションした胚
（MstD1D2-3×FLAG）、RING フィンガー欠損体の発現ベクターをインジェクションした胚（MstDRING-3×FLAG）を用いて、観
察を行った。（a）ヒト mysterin に対するプライマーを用いて、各種 mysterin-3×FLAG の発現を RT-PCR で確認し
た 。 そ の 結 果 、 理 論 値 で あ る 1562 bp に バ ン ド が 検 出 さ れ た た め 、 発 現 が 確 認 で き た 。 （ b ） 各 種
mysterin-3×FLAG を発現した条件下で、phalloidin（F-actin）を用いた速筋形態を観察した。Gal4FF の発現マー

















































































ンジェクションした胚（Ctl MO+Ctl vector）をコントロールとして、野生型 mysterin-3×FLAG の発現ベクターをイン
ジェクションした胚（MstWT-3×FLAG）、もやもや病変異体（R4810K）の発現ベクターをインジェクションした胚
（MstRK-3×FLAG）を用意した。（a）ヒト mysterin に対するプライマーを用いて、各種 mysterin-3×FLAG の発現を
RT-PCR で確認した（1562 bp）。（b）各種 mysterin-3×FLAG を発現した条件下で、速筋の形態を、phalloidin































































スクを上昇させる機構は謎のままである(Liu et al., 2011)。さらに、mysterin は 591 
kDa の巨大な AAA+ ATP アーゼ・ユビキチンリガーゼのハイブリット型酵素であった。
AAA+ ATP アーゼを持つことから、mysterin はドーナツ状の多量体が機能体であり、
ATP の加水分解で得たエネルギーを用いた物理的な運動を行うことが示唆されている 



















ている (Granato et al., 1996)。 
	 mysterin-αは遅筋の亜集団である MPCs の数も制御している（Fig. 24、25）。遅筋
と速筋の前駆体細胞として、adaxial cell と lateral cell の二種類が知られており、原腸
胚後期には、前駆細胞として運命決定される （Fig. 29、Fig. 9）(Ochi and Westerfield, 
2007)。Adaxial cell の一部は脊索の近くでとどまり、ソニックヘッジホッグ（shh）シ
グナルを強く受けることで MPCs に分化するが、shh の影響を強く受けない adaxial 
cell は皮膚直下まで動き、単層の遅筋繊維を形成する (Devoto et al., 1996; Hirsinger 
et al., 2004; Stickney et al., 2000)。 
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 通常、受精後一日後において、MPCs は一体節あたり 2〜4 個の細胞であることが知
られている (Ochi and Westerfield, 2009)。本研究では、受精後二日目に MPCs を観察
した結果、コントロールモルファントは 4.1 ± 0.15 個であったが、mysterin-αモルファ
ントは 8.6 ± 0.29 個と約二倍の増加を見せた（Fig. 24）。MPCs の細胞数は、shh シグ
ナルの分泌量によって調節されており、分泌過多になると異常増殖することが知られて
いる (Du et al., 1997)。これまでの結果から、mysterin-αは遅筋の発生過程のうち、
MPCs の分化にのみ寄与するので、adaxial cell から shh を受け取り MPCs に分化する
間の過程に影響していると考えられる（Fig. 29、赤矢印）。つまり、mysterin-αのノッ
クダウンは shh シグナルの亢進を示唆し、脊索からの shh 分泌が過多か、MPCs の shh
シグナル伝達経路が亢進している可能性が考えられる。shh のシグナル伝達機構として、
smoothened 受容体と、smoothened 受容体と直接結合し、shh シグナルの伝達を抑え
る patched 受容体が知られている (Ingham and McMahon, 2001)。つまり、ポジティ
ブ受容体（smoothened）とネガティブ受容体（patched）であるが、mysterin-αのノ
ックダウンによって smoothened の機能亢進や patched の機能衰退が起こっていれば、
下流のシグナルの活性化につながり MPCs の異常分化を誘導する可能性がある (Ochi 
and Westerfield, 2007)。 
	 Lateral cell は、adaxial cell とは独立し、一般的に shh シグナル非依存的な経路で
遅筋より下層に速筋繊維を形成すると知られている。速筋は、受精後約 10 時間後から
19 時間後の間に、lateral cell において速筋特異的なミオシンの発現が確認され、受精
後 24 時間後には分化が完了している (Blagden et al., 1997)。この発生過程には、筋分
化制御遺伝子 myoD、myf5、myogenin、線維芽細胞増殖因子 fgf8 などの関与が報告さ
れているが、 詳しい機構は分かっていない (Bessarab et al., 2008; Coutelle et al., 








Figure 29   筋肉の発生過程における mysterin の関与  
 
筋肉の発生過程モデルである。筋肉には、遅筋と速筋が存在し、遅筋には亜集団として MPCs が知られている。
受精後 6 時間後（6 hpf）の Shild stage では、速筋、遅筋の前駆細胞は区別されないが、約受精後 10 時間後（10 
hpf）から遅筋の前駆細胞（adaxial cell）と速筋の前駆細胞（lateral cell）に分かれ、分化が始まる。発生が進むに









	 先行研究から、マウスの速筋形態を制御する因子として six1 と six4 が知られており、
これらのダブルノックアウトマウスでは、速筋が完全に欠落していることが知られてい
る (Richard et al., 2011)。ゼブラフィッシュにおいて、six1 は体節形成期（12、15somite
ステージ）において速筋の前駆細胞に発現し、six1 のモルファントでは遅筋形態には影
響しないが、速筋繊維は波立つような異常形態を示した (Nord et al., 2013)。先行研究
から、ゼブラフィッシュの six1 は、BMP シグナル依存的に筋芽細胞を増殖させ、速筋
の形態を制御していることが報告されている (Bessarab et al., 2008; Devoto et al., 








	 脊髄に存在する運動神経の Cap、Mip、Rop は受精後 9 から 10 時間で軸索の伸長を
始め、受精後 20-24 時間には筋肉とシナプスのアセチルコリン受容体（AChR）のクラ
スターを介して接合し、神経筋接合部を形成する (Panzer et al., 2005)。mysterin-αの
モルファントでは、運動神経の体節間伸長を抑制するが、筋肉との神経筋接合部には影
響を与えなかった（Fig. 13c）。Cap、Mip、Rop は、脊索の近くでは同じ部分（choice 
point）を通り、MPCsと接合することが知られている (Birely et al., 2005; Panzer et al., 
2005)。MPCs の数が多いと運動神経が choice point で凝集することから(Sainath and 





	 加えて、mysterin-αモルファントでは、脊髄における Znp-1 シグナルの増強が見ら
れたが、速筋特異的な mysterin-3×FLAG の発現では回復しなかった（Fig. 20）。脊髄
には、受精後 48 時間後に消失する一次感覚ニューロンである Rohn-Beard ニューロン
が存在するため、野生型では Znp-1 感受的なシグナルが観察されなかったと考えられ











を引き起こす（Fig. 22）(Liu et al., 2011)。 
	 血管新生は、背側大動脈や後主静脈を形成する脈菅形成（vasculogenesis）と、体節
間血管をつくる血管新生（angiogenesis）に分けられ (Adams and Alitalo, 2007; Risau 
and Flamme, 1995)、mysterin-αノックダウンは脈菅形成には影響しなかったので、血
管新生への関与が考えられる（Fig. 22） (Liu et al., 2011)。 
	 血管新生は、背側大動脈から Tip 細胞が出芽して始まり、Tip 細胞を積極的に遊走さ
せる VEGF 経路、後方の Stalk 細胞が勝手に分岐しないように阻害する Dll4-Notch 経
路、体節への侵入を抑える Sema-Plexin 経路に分けられる (Herbert and Stainier, 
2011; Kume, 2009)。先行研究から、反発因子である Sema-Plexin 経路の異常では、
Tip 細胞の体節への侵入を許し、異常分岐が起こることが知られているため	 
(Weinstein, 2005) 、mysterin-αノックダウンによる分岐と関連している可能性がある。
本研究において、受精後二日目 の mysterin-αモルファントでは、体節間血管が dorsal 
longitudinal anastomotic vessels と結合していない不完全なものが見られた。VEGF
経路が阻害されると、Tip 細胞の遊走不全によって体節間血管が形成されなくなること
から (Goishi and Klagsbrun, 2004)、VEGF-VEGFR への関与も示唆された。受精後
一日目のモルファントでは、Tip 細胞がフィロポディアを広げリガンドを探しているよ
うに観察されたことも関係するかもしれない。 
	 速筋特異的な mysterin-3×FLAG は、mysterin-αモルファントによる血管のガイダン
ス異常は回復しなかった（Fig. 22）。ゼブラフィッシュでは、脊索から分泌される shh
が、体節からの VEGF の分泌を促すことが知られている (Lawson et al., 2002)。つま
り、mysterin-αノックダウンで生じた血管のガイダンス異常は、体節からの VEGF と
は関係していないと予想され、shh の分泌、Tip 細胞、Stalk 細胞における受容体の発
現が影響していると考えられる。 
	 受精後36時間から72時間の間、後主静脈から脊索に沿ったparachordal vessl（PAV）
の形成が始まり、リンパ管となる (Geudens et al., 2010; Isogai et al., 2003)。受精後
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二日目のコントロールモルファントでは部分的に観察されるが、mysterin-αモルファン
トではほとんど観察されなかった（fig. 22）。PAV の形成は、MPCs の数に制御されて
おり、MPCs から分泌される Netrin の関与が報告されている (Lim et al., 2011)。
mysterin-αモルファントにおける MPCs の異常増加が、PAV のガイダンスや形成に関
与している可能性があり、今後検討が必要である。 
 











ユビキチン化された後、エンドサイトーシスの系で分解される (Bruns et al., 2009; 
Dobrowolski and De Robertis, 2012; Lipkowitz, 2003; Olsson et al., 2006)。以上から、
mysterin はエンドサイトーシスを介した経路に関与する可能性もあり、二つのモデル





	 もやもや病から単離された mysterin であるが、mysterin-αモルファントでは、体節
間血管の異常ガイダンス、速筋形態の異常、運動神経の投射不全を示したが、もやもや
病の症例とは類似していなかった。しかし注目すべき点は、もやもや病の発症率は、
mysterin の C 末端のアルギニンがリジン（R4810K）に変化したことが原因である、
ということである。 
	 これまで、R4810K 変異体のユビキチン化活性や ATP アーゼ活性、細胞内局在や安
定性は、野生型の mysterin と比べても特に変化は見られなかった。つまり、R4810K
変異が mysterin の機能を完全に失活させたとは考えにくい。よって、R4810K 変異は、
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筋においては R4810K 変異体は野生型の mysterin に対して阻害効果を持たないことが
示唆された （Fig. 28）。今後 R4810K 変異体の発現によって、ゼブラフィッシュの血
管網に異常が生じる可能性があるため、引き続き実験を進める必要が有る。 
	 これまで、mysterin のノックアウトマウスは、体が少し小さいといった表現型はあ
るが、目立った表現型は観察されなかった (Ito et al., 2015; Kobayashi et al., 2013; 
Sonobe et al., 2014a; Sonobe et al., 2014b)。そのため、表現型が明らかなゼブラフィ
ッシュを用いることは、mysterin の研究を進めるには有意義であり、mysterin をター
ゲットとした薬剤スクリーニングも可能となる。 
	 ゼブラフィッシュを用いて mysterin の研究を行うことは、将来性を期待できるもの
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